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Resumo

Farmacos sdo substancias essenciais para a sobrevivéncia humana, j& que curam doencas,
amenizam dores, mantém o equilibrio em determinadas disfuncGes e permitem a realizacdo de
cirurgias. Porém, apresentam muitos efeitos colaterais, entre 0s quais 0s genotoxicos sdo um
dos mais preocupantes, ja que podem ser o principio de um cancer futuro. Para avaliar esses
eventos genotoxicos existem alguns estudos, in vivo e in vitro. Entre os estudos in vivo, o teste
de deteccdo de mutacdo e recombinacdo somética (SMART) em asas de Drosophila
melanogaster demostra muitas vantagens como a deteccdo de diferentes tipos de danos
genéticos, presenca de genes homologos a humanos e a ndo utilizacdo de mamiferos. Portanto,
essa revisdo busca exemplificar o teste SMART, assim como, mostrar alguns estudos que
avaliaram farmacos utilizados por humanos no tratamento de determinadas patologias, através
desse teste.
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Evaluation of the mutagenic and recombinogenic potential of drugs through the
SMART test in Drosophila melanogaster: review

Abstract

Drugs are essential substances for human survival, as they cure diseases, ease pain, maintain
balance in certain dysfunctions and allow the performance of surgeries. However, they have
many side effects, among which genotoxics are one of the most worrying, since they may be
the beginning of a future cancer. To evaluate these genotoxic events there are some studies, in
vivo and in vitro. Among in vivo studies, the mutation detection and somatic recombination
(SMART) test on Drosophila melanogaster wings shows many advantages such as the
detection of different types of genetic damage, the presence of homologous genes in humans
and the non-use of mammals. Therefore, this review seeks to exemplify the SMART test, as
well as to show some studies that evaluated drugs used by humans in the treatment of certain
pathologies through this test.
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INTRODUCAO
Os farmacos sdo substdncias quimicas, estruturalmente definidas, utilizadas para o
fornecimento de elementos essenciais ao organismo, na prevencao e no tratamento de doencas,
infeccbes ou de situacdes de desconforto e na correcdo de funcbes organicas desajustadas
(LARINI, 2008). E dificil imaginar nossa civilizacdo privada dessas notdrias e benéficas
substancias. Por meio de seu uso, muitas doencas que trouxeram sofrimento ao longo de nossa
histéria, como variola ou a poliomielite, estdo agora extintas. Doencas como diabetes,
depressdo ou hipertensdo sdo controladas de modo eficaz por medicamentos modernos. Os
procedimentos cirdrgicos de hoje seriam impossiveis sem o0s beneficios de anestésicos,
analgésicos, antibioticos, transfusdes sanguineas e fluidos intravenosos. Mas, muitos farmacos
promissores foram abandonados devido a seus potenciais de causar efeitos colaterais excessivos
ou prejudiciais, mesmo apds sua comercializacdo, como os efeitos toxicos. (ALLEN JR. et al.,
2013).

Os mecanismos de acdo toxica se iniciam, na maioria das vezes, por acumulo de
metabolitos dos farmacos em determinados tecidos. Estes metabdlitos podem produzir
peroxidacdo lipidica, geracdo de radicais toxicos de oxigénio, deplecdo de glutationa e
modificacdo de grupos sulfidrilicos, além de interagirem diretamente com lipidios, proteinas,
carboidratos e com o DNA da célula atingida (LUIZ, MEZZAROBA, 2008). A formacéo de
complexos de DNA (metabolitos-DNA) sem reparo ou de reparo inadequado é frequentemente
indutora de danos genéticos, muitas vezes mutagénicos, que podem levar ao surgimento de um
cancer (WU et al., 2011). Estudos que verificam lesdes a essa molécula, verificando a
genotoxicidade dos farmacos que utilizamos, sdo de extrema importancia, para o conhecimento
de possiveis danos futuros a salde, assim como, de possiveis alteragdes quimicas que poderiam

extinguir ou reduzir a genotoxicidade dessas substancias.

Entre os estudos de toxicidade, os in vivo oferecem algumas vantagens sobre testes in
vitro, pois conseguem mimetizar completamente o que ocorre em um organismo. Assim, para
evitar o uso de mamiferos, a Drosophila aparece como uma boa alternativa de organismo a ser
utilizado na avaliacao dos fatores de risco a saude, visto que cerca de 60% dos genes associados
a doencas humanas possuem homdlogos em Drosophila (KOH et al., 2006; MARSH E
THOMPSON, 2006; MARCOS E CARMONA, 2013).

O teste de deteccdo de mutacdo e recombinacdo em células somaticas da Drosophila

(SMART), de asas, é uma das ferramentas atualmente empregadas para estudar os mecanismos
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envolvidos na formacéo de danos ao DNA e na avaliacéo de substancias, como os farmacos, ou

exposicdes suspeitas de serem genotdxicas. Como qualquer teste in vivo, em Drosophila

também ocorrem 0s processos de absorcdo, distribuicdo e metabolismo e, neste aspecto, é

importante enfatizar que o sistema de ativacdo metabdlica deste organismo € semelhante ao
encontrado em mamiferos (ZIJLSTRA et al., 1987).

Essa revisdo busca exemplificar o teste SMART em asas de Drosophila melanogaster,
assim como, mostrar alguns estudos que avaliaram farmacos utilizados por humanos no

tratamento de determinadas patologias, através desse teste.

TESTE SMART

O teste SMART de asa foi desenvolvido para detectar a inducdo de danos genéticos de
uma forma répida e de baixo custo. O teste se baseia no fato de que durante os estagios
embrionarios da larva, as células dos discos imaginais se proliferam mitoticamente e muitos
eventos genéticos, como mutacdo génica, delecdes, recombinacdo somatica e nao-disjuncédo
podem ser detectados nas asas das moscas adultas. A ocorréncia de alteracGes genéticas em
uma célula dos discos imaginais durante a proliferacdo mitética, ird formar um clone de células
mutantes que expressam fenotipos regulados por marcadores genéticos especificos. Estes
marcadores sdo genes mutantes que alteram o namero de cerdas (mwh) e a forma das cerdas
(flr®) nas asas, e desta forma permitem a observacéo de clones de células, vistas como manchas,
que expressam fenotipos diferentes do padrdo normal das cerdas (GRAF et al., 1989;
ANDRADE et al., 2004).

Os diferentes tipos de manchas observadas por microscopia 6ptica, com um aumento de
400 vezes, sdo designadas como simples mwh ou flr3, quando apenas um dos marcadores se
expressa, ou como manchas gémeas, quando ambos os fendtipos mutantes, cerdas multiplas
(mwh), e base alargada (flr®) (Figura 1) estdo presentes dentro de uma mesma mancha. Manchas
simples com uma ou duas células mutantes sdo designadas como pequenas e as demais como
grandes. S&o considerados clones independentes aqueles separados por 3 ou mais fileiras de
tricomas normais (GRAF et al., 1984).
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Figura 1: Microscopia eletronica dos fenotipos presentes nas asas de D. melanogaster,
(a): cerdas normais, (b) cerdas multiplas (mwh) e (c): cerdas com a base alargada (flr®)
(ZAFRED et al., 2016).

Entre as caracteristicas de destaque deste bioensaio esta o fato de possibilitar a deteccao
de diferentes tipos de danos genéticos e, principalmente, de permitir a quantificacdo dos eventos
de origem recombinacional em relagdo aos eventos mutacionais (GRAF et al.,1984; FREI E
WURGLER, 1988). Adicionalmente, podem ser utilizadas linhagens de D. melanogaster com
diferentes niveis de enzimas de metabolizacdo do tipo citocromo P450, possibilitando a
investigacdo de compostos de acdo indireta, que sdo bioativados apds a transformacdo
metabdlica (FROLICH E WURGLER, 1989).

Sdo empregadas, usualmente, trés linhagens de D. melanogaster. Tais linhagens sdo
designadas como flr®, ORR;flr* e mwh e apresentam, respectivamente, as seguintes
constituices genéticas:

e fIr3-fIr¥In(3LR)TM3,ri p° sep 1(3)89Aa bx** e Bd®
e ORR; flr® — ORR:flr¥/In (3LR)TM3, r' pP sep 1(3)89Aabx3*¢ e Bd®
e  mwh - mwh/mwh

E podem ser utilizados dois tipos de cruzamentos, o cruzamento padrdo no qual fémeas

virgens flr® sdo cruzadas com machos mwh, originando larvas portadoras de nivel basal de
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atividade metabdlica dependente de citocromo P450. E o cruzamento aprimorado, que se baseia
no cruzamento de fémeas virgens ORR;flr® com machos mwh. As fémeas ORR;flr® sdo
portadoras de cromossomos 1 e 2 provenientes da linhagem Oregon (R) resistente ao dicloro-
difenil-tricloroetano (DDT) (FROLLICH E WURGLER, 1989). Um gene principal (R),
presente no cromossomo 2, juntamente com outros genes existentes no cromossomo 1, confere
a esta linhagem alto nivel constitutivo de citocromo P450 (HALLSTRON E BLANCK, 1985).

Esses dois cruzamentos geram individuos trans-heterozigotos para os marcadores
recessivos mwh, flrd e heterozigotos para o cromossomo TM3. A analise microscopica das asas
dos adultos heterozigotos para o cromossomo TM3 revela a presenca exclusiva de manchas
simples que expressam o fenotipo cerdas multiplas - uma vez que estes imagos sdo homozigotos
para o gene selvagem flr3*,

Adicionalmente, o cromossomo TM3 caracteriza-se por possuir uma série de inversdes -
que cobrem aproximadamente 90% da sua extensao - de tal forma que as células que sofrem
recombinacdo mitética apresentam configuracBes cariotipicas que sdo inviaveis. Assim, as
células mutantes detectadas nestes individuos sdo o resultado de mutacBes génicas e/ou
aberracdes cromossdmicas, 0 que permite quantificar a real contribuigdo da recombinacéo para
a genotoxicidade de substancias a serem estudas.

O tipo de mancha mutante observada nas asas dos adultos trans-heterozigotos permite a
caracterizacdo de eventos genotdxicos distintos. Desta forma, manchas simples - com o0s
fendtipos de cerdas maltiplas ou cerdas com a base alargada - podem originar-se por:

(i) alteracéo no contetido informacional dos genes selvagens flr*+ ou mwh+;

(ii) delecdo de um fragmento cromossdmico contendo os marcadores
selvagens mwh* ou flr®*;

(ii1) ndo-disjuncéo.

Além disso, a ocorréncia de recombinacgdo simples entre os locos mwh e flr® leva ao
aparecimento de manchas simples com o fendtipo cerdas mdaltiplas, enquanto que uma
recombinac&o simples entre flr® e o centrdmero, seguida de uma recombinacio simples entre
flr® e mwh origina cerdas com a base alargada.

Portanto, as manchas simples podem originar-se tanto por eventos mutacionais -
incluindo mutacBes pontuais e aberragcbes cromossémicas - como também por conversao ou
recombinacdo mitotica. J& as manchas gémeas, que expressam concomitantemente os fen6tipos

flr® e mwh, sdo produtos exclusivos de eventos recombinacionais - envolvendo a ocorréncia de
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uma recombinagdo simples entre flr® e o centrdmero, com posterior segregagido de um

cromossomo recombinado e um parental (GRAF et al., 1989).

Na estatistica predominantemente € utilizado o teste binomial condicional de
Kastembaum e Bowman (1970), seguindo o procedimento de decisées multiplas de acordo com
Frei e Wurgler (1988).

FARMACOS

Os farmacos escolhidos, em sua grande maioria, para estudos com o teste SMART de
asas de Drosophila, sdo utilizados no tratamento de doengas atualmente frequentes em humanos
como diabetes, infeccdo por HIV e cancer. Na tabela abaixo (tabela 1) consta alguns estudos,
com os dados ofertados pelos mesmos, focando na questdo inducdo de danos genéticos

evidenciados pelo teste, mutacdo e recombinacdo somatica.
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Farmaco Classe/Tratamento |Cruzamentos Indutor de danos genéticos |[Mutacdo e Recobinacgéo - predominante  |Outras Informagdes Referéncia

Anfotericina B antifungico padrdo e aprimorado |sim recombinagdo somatica SATURNINO et al., 2017
Fenitoina Sodica antiepilético padréo sim altamente gendtoxico YUKSEL et al., 2010
Pregabalina antiepilético padrdo nao YUKSEL et al., 2010
Gabapentina antiepilético padréo sim YUKSEL et al., 2010

Metformina antidiabético padréo e aprimorado |ndo OLIVEIRA et al., 2017
Vimblastina antineoplasico padréo sim alta atividade recombinogénica aprox. 88% TIBURI et al., 2012

Vincristina antineoplasico padréo sim atividade recombinogénica aprox. 58% menor toxicidade TIBURI et al., 2012

Vinorelbina antineoplasico padrdo sim baixa atividade recombinogénica aprox. 46% |altamente tdxica TIBURI et al., 2012

Orlistate tratamento obesidade |padrédo e aprimorado [sim atividade recombinogénica aprox. 70% baixa genotoxicidade ORSOLIN et al., 2012
Daunorrubicina antineoplasico padrdo sim alta atividade recombinogénica aprox. 90% LEHMANN et al., 2004
Idarrubicina antineoplésico padréo sim alta atividade recombinogénica aprox. 86% LEHMANN et al., 2004
Aclarrubicina antineoplasico padréo sim atividade recombinogénica aprox. 62% alta toxicidade LEHMANN et al., 2004

Efavirenz tratamento HIV padrdo e aprimorado |ndo téxico somente nas altas concentragdes |DE MORAES FILHO et al., 2017
Tenofovir disoproxil fumarate tratamento HIV padréo e aprimorado |ndo DE MORAES FILHO et al., 2017
Efavirenz + Zidovudina + Lamivudina tratamento HIV padrdo e aprimorado |sim prevaléncia de eventos recombinogénicos DE MORAES FILHO et al., 2017
Tenofovir disoproxil fumarate + Lamivudina |tratamento HIV padréo e aprimorado |sim prevaléncia de eventos recombinogénicos DE MORAES FILHO et al., 2017
Lamivudina tratamento HIV padrdo sim alta atividade recombinogénica aprox. 86% |altamente genotoxico FRANCHI et al., 2009
Estavudina tratamento HIV padrédo sim atividade recombinogénica aprox. 76% baixa genotoxicidade FRANCHI et al., 2009
Zidovudina tratamento HIV padréo sim alta atividade recombinogénica aprox. 85% |alta genotoxicidade GUIMARAES et al., 2008
Didanosina tratamento HIV padréo sim somente atividade recombinogénica, 100% GUIMARAES et al., 2008

Tabela 1. Estudos realizados com farmacos através do teste SMART em Drosophila melanogaster. Observacdo: Quando o parametro ndo

estd preenchido, ndo consta a informacao no estudo. Aprox. = aproximadamente.

Revinter, v. 11, n. 02, p. 40-49, jun. 2018.

Pagina 46|49




~Revinter

- Revinter

Atraveés da tabela 1, conclui-se que o evento predominante indutor de danos genéticos,
causado pela maioria dos farmacos aqui relatados, é a atividade recombinogénica. O problema
desses dados € que coincidem com o fato de defeitos nas vias de manutengdo do DNA, incluindo
o reparo de quebras de fitas duplas de DNA (DSB), serem uma caracteristica do cancer.
Especificamente, a manutencdo defeituosa do genoma é caracteristica habilitadora da
carcinogénese, pois permite a acumulacdo de erros genéticos. O reparo defeituoso de DSBs
também mostrou resultar em mutaces ou aberracdes cromossdmicas subjacentes a
carcinogénese (TALENS et al., 2017). O reparo por recombinacdo homologa (HR) é um
mecanismo pelo qual uma sequéncia homdloga no genoma, preferencialmente uma cromatide
irm& disponivel durante ou apds a replicacdo do DNA, € utilizada como um molde para a
reparacao de DSB. Sendo considerado como uma das vias de tolerancia, pois permite as células
completarem a duplicacdo e a mitose ao custo de mutacdes e aumento nas frequéncias de
recombinacdo (HINZ, 2010). Uma pesquisa extensiva na década de 90 resultou na identificacéo
de dois genes BRCA1 e BRCA2, genes que exercem funcdes na recombinacdo homologa, dos
quais as mutacdes da linha germinal heterozigética resultam em um aumento no risco de

desenvolver cancer de mama e /ou cancer do ovario (TALENS et al., 2017).

CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de farmacos para diversas patologias e desequilibrios esta prolongando a
expectativa de vida humana, mas podemos estar sobrevivendo e desenvolvendo a cada ano
novas doencas em consequéncia desse uso. Principalmente doencas relacionadas a inducéo de
danos ao DNA e a falta de reparo desses danos como o cancer. A grande maioria dos farmacos
mostrados nessa revisdo induziram danos ao DNA, principalmente danos ao reparo da
molécula. Portanto, estudos com farmacos, que avaliam a toxicidade genética, como o SMART,
sdo de extrema importancia, para termos conhecimento de suas consequéncias futuras e também

para possiveis modificacfes na estrutura quimica que possam reduzir esses danos.
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